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ODBER-PREDANI VZORKU

e informace, které ma analyza poskytnout (pr. AMK)

* analyty a jejich predpokladané obsahy (koncentrace)

e dalsi slozky materialu a jejich obsahy (obsah proteinu)

e pozadavky a parametry analytické metody (zplsob Upravy vzorku, presnost)

e skupenstvi vzorku (u tuhych vzorkud velikost ¢astic, mechanické vlastnosti) a stabilita vzorku

* nesmi byt degradovany, plesnivy, zkazeny Ci jinak poskozeny
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3) METHALOTIONEIN 3

4) LAKTOFERIN
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SEPARACE

O rozdéleni sloZzek vzorku na zakladé jeho fyzikalnich a chemickych vlastnosti
L separace peptidl vyzaduje vysokou separacni ucinnost, protoze jsou
slozité a maji vysoky pocet komponent

CHROMATOGRAFIE

0 zaloZena na rozdilné pohyblivosti ¢astic unasenych mobilni fazi pfi prlichodu
stacionarni fazi
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RP-HPLC

CHROMATOGRAFIE NA REVERZNICH (OBRACENYCH) FAZICH

interakce molekul solutu podle jejich polarity (hydrofobni interakce se stacionarni fazi)
s klesajici polaritou latek vzrista jejich retence (zadrzeni) v koloné

polarni mobilni fazi (smés vody a zfedénych kyselin ¢i zasad)

nepolarni stacionarni fazi (silikagel-C retézce), sorbent i oxidy kovu)

separace peptidl, l1écCiv ¢i biochemickych sloucenin

b
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IONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE

vymeéna iontd mezi mobilni a stacionarni fazi na zakladé rozdilnych naboju (silné
elektrostatické interakce-pritahovani opacnych naboju)

analyt v pribéhu separace prostupuje smérem k ménici iontll, poté prochazi ménicem a
dochazi k vlastni vyméné iont(

stacionarni faze je tvorena ionexem (ménic ion()

anex-kladny naboj (-NH2, -NHR, -NR2, -N*R3)

katex-zaporny naboj (-OH, -COOH, -PO(OH)2, -SO3H)
mobilni faze-vodné roztoky (vzorek Ci elu¢ni ¢inidlo)
interakce iontu s ionexem stoupa s jeho nabojem (polaritou) a klesa s jeho velikosti
chovani aminokyselin, peptidd, bilkovin 2




a)Eluce vytésnénim (gradientem iontoveé

lonex (anex)




b)Eluce prenabojovanim (gradientem pH):

lonex (anex)




LAKTOFERIN
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SEC

VYLUCOVACI (GELOVA) CHROMATOGRAFIE

rozdélovani molekul podle jejich velikosti a tvaru ve
svislé koloné, ktera je naplnéna pdrovitym
polymernim gelem

stacionarni faze-gel (slozeny z dextrint zesiténych
epichlorhydrinem)

gel slouzi jako molekulové sito-kolonou protéka
konstantni rychlosti mobilni faze stejného slozeni
jako ma roztok v pdrech gelu a latky prochazeji
kolonou ridznou rychlosti

déleni makromolekularnich latek, proteint, enzym{,
polysacharid( apod.
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AFINITNf CHROMATOGRAFIE

specifické interakce vhodnych partnera:

enzym - inhibitor, substrat

protilatka - antigen

receptor - hormon
stacionarni faze je tvorena nosi¢em (agarosa), na ktery je chemicky navazan jeden z
partneru

mobilni faze =2 navazovaci pufr
-3 promyvaci pufr
= eluéni ¢inidlo

separace bioaktivnich latek, oddéleni proteinu z komplexni smési
aplikace v |ékarstvi a proteomice, analyza latek
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HYDROFOBNI INTERAKENI CHROMATOGRAFIE
gradientova eluce se snizujici se iontovou silou mobilni faze

retence solutl je ovliviiovana pridavkem organickych nebo anorganickych soli do

vody
stacionarni faze

>
>

na selektivitu separace ma vliv:

a
a
a
a
a

stacionarni faze

typ soli (siran amonny, chlorid sodny, siran sodny)
teplota

pH

mobilni faze

zvySeni koncentrace soli v mobilni fazi — prechod solutu do stacionarni faze —

zvyseni retence

separace proteind a velkych peptid
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